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コンが遊離する [Hofrnanand Hofmanova 1971， Niemeyer 1988]0先にも述べたとおり Hx類
の生理活性については様々なものが知られているが、 細胞内レベルでの作用点に関する報告
は細胞膜上の H二ATPase、ミトコンドリアやクロロフラストの電子伝達系など少数があるのみ




















位によりその蓄積濃度が異なる [Klunand Robinson 1969， Zuniga et al. 1983]。そこで、様々
な植物を用いてその体内 Hx濃度とアブラムシやアワノメイガなどに対する耐性との関連を調
査した結果、 Hx濃度と植物の耐病性の聞には正の相関が見いだされた仏rgandonaet al. 
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されてきた [Glawischniget al. 1997]0さらに、 N-4-ヒドロキシ基もチトクローム P-450の働き
により導入されることが示されている [Baileyand Larson 1991; Leighton et al. 1994]。近年、
トウモロコシの芽生えにおいて高レベルで発現しているチトクローム P-450遺伝子が Freyらに
よりcDNAライブラリーより単離され [Freyet al. 1995]、これらの遺伝子がインドールから
indolirト2-one，3-hydro勾rindolin-2-one，HBOAを経由したDIBOA生合成酵素をコードしてい




病性発現への関与が示唆されている[Nakagawaet al. 1995; Ebisui et al. 1998J。また、同時
期の植物に投与した C4C]アントラニル酸が効率よくHx類に取り込まれることから[Nakagawa


















コムギ (Triticumaestivum L.) (品種:アサカゼコムギ)の生育は、湿らせたペーパー
タオルの上に播種後、 日長 12時間、 250Cで、インキュベー トすることにより行った。




ノール層を減圧濃縮した。その後、 50%(v/v)メタノールに溶解し、 ODSゲル (ODS-AM
120-S50; YMC Co.， Kyoto， ]apan)を加えて撹祥し、疎水性の不純物をゲル担体に吸着させ
ることにより除去した。漉液を 5-10 mlまで濃縮し、高速液体クロマトグラフィー (HPLC)
分取により最終的な精製を行った [カラム， Wakosil I 5C18 HG (20 x 250 mm);溶出溶媒，
24% (v/v)メタノール /0.1% (v/v)酢酸水溶液;流速， 10mVmin;カラム温度，400C;検出，
280 nm]。アグリコンは、精製した配糖体を 50mM酢酸ナトリウム緩衝液 (pH5.5)中、コム
ギより調製したグルコシダーゼ粗酵素液により室温で 1時間加水分解し、 配糖体と同条件で
のHPLC精製を行うことにより得た。DIMBOAおよび DIMBOA-Glcの調製は、播種後3-4 
日のトウモロコシ (Zeamays L.) (品種:スノーデント 108)茎葉部を材料とし、 DIBOAもし
くは DIBOA-Glcと同様の方法により行った。 2-Hydroxy-1，4-benzoxazin-3-one(HBOA)およ
び2-hyむ0勾-7-metho勾r-1，4-benzoxazin-3・one(HMBOA)はHonkanenら(1960)の方法に
従い合成した。また、その配糖体、 HBOA-Glcおよび、 HMBOA-Glcはそれぞれ DIBOA-Glc




の方法に従って調製した。植物体を新鮮重の 3倍量の抽出液 (0.3Mスクロー ス、 5rnM DTT、






酵素活性は、 200ほのタンパク質を最終液量 1mlの反応液 (50mM Tris-HCl、0.2mM 
基質、 0.4mM NADPH、2mM DTT、pH7.5)に添加し、 350Cで適当時間インキユベート
することにより行った。また、インキュベート中は酸素供給のため、撹枠を行った (400rpm) 0 1 N 
塩酸を 100μl添加することにより反応を停止した後、反応生成物を 3mlの酢酸エチルにより
抽出した。この抽出液を減圧下で乾国後、 500μlのメタノールに溶解させ、その溶解液中の
反応生成物を HPLCを用いて分析した [カラム， Wakosil I 5C18 HG (4.6 x 150 mm);溶出溶














一卜することにより検出することが出来た。また、 pH5.5 -9.5の問での反応の至適 pHを測



















してDIBOAが生成することが報告されている [Kum紅 etal. 1994]。しかし、この化合物が実




HBOA、インドールおよび 1，4-benzoxazin-3-oneに対する Vruax値およびK川値を表 1-2に

































った後(茎葉部:7.5 pkat/g FW、根部:0.6 pkat/g FW)次第に減少し、最終的には検出不可
能なレベルにまで低下した(図 1-2)。茎葉部での活性は、根部での活性のおよそ 10倍程度
大きかった。インドールに対する活性も、 HBOAの場合よりは活性が低いものの同様の経時
変化を示し、播種後 48時間で最大となった(図 1-2c)0 1，4-Benzoxazinふ oneに対する活性
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考察1-4. その活しかし、HBOAやインドールに対する活性と同調して経時的に変化していた。もまた、
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今回インタクトを酵母において発現させたものがあるのみである [Freyet al. 1997]。しかし、
な植物より調製した酵素液においてもこの活性が測定されたことから、実際の植物体内におい
てもこの酵素が機能していることが示唆された。





















































ムP-450酵素、 BX3による副反応であることが示され [Glawischniget al.1999]、植物体内にa;茎葉部におけるHBOAに対する活性。 b;根部における HBOAに対する活性。 c;
茎葉部におけるインドー ルに対する活性。 d;茎葉部における 1，4-benzoxazin -3-on e 
に対する活性。 おける実際の前駆体 (HBOAの前駆体)は 3-hydro河川ndolin-2-oneであることが明らかにさ







[N akagawa et al. J。このことから、コムギ芽生えにおける Hx類の一過的な発現は、インドー
ル以降の Hx生合成経路全体が活性化していることに起因している。 Hx生合成経路上のチト
クローム P-450酵素やインドール合成酵素をコードする mRNAが、トウモロコシにおける発芽























異性を示すものある [Salehet al. 1976a and 1976b; Kamsteeg et al. 1978a and 1978b; Kho et 


















R= H : DIBOA 
R= MeO: DIMBOA 
R= H : DIBOA-Glc 




コムギ (Triticumaestivum L.) (品種:アサカゼコムギ)は、第一章 (1-2-1節)で述
べたのと同様の方法により播種し、生育させた。
DIBOA-Glcおよび DIMBOA-Glcは、それぞれ矯種後3日目のライムギ (Secalecereale 




3-one (HMBOA)はHonkanenら [Honkanenand Virtanen 1960]の方法に従い合成し、
HBOA-Glcおよび HMBOA-Glcはそれぞれ DIBOA..Glc、DIMBOA-Glcを還元することにより
調製した [Honkanenand Virtanen 1960]。
2・2-2. コムギ芽生えにおけるグルコシルトランスフエ.ラーゼの経時変化測定
播種後一定時間経過したコムギの茎葉部・根部をそれぞれ切り取り、秤量した後、液体
窒素を用いて凍結、磨砕した。続いてこれに抽出液 (50mM Tris-HCl、4mM 2-メルカプト




酵素活性の測定は、反応液 (50mM Tris-HCl、4mM 2-メルカフトエタノール、 pH7.5) 
に0.5mM UDP-Glc、0.2mM基質 (DIBOAまたは DIMBOA)および適当量の組酵素液を
添加し、 350Cで適当時間インキュベー卜することにより行った。反応停止は反応液の 1/10量
の1N塩酸を添加することにより行った。生成した配糖体量は HPLCにより定量した[(DIBOA 
の定量)カラム， Wakosil 5C18HG (4.6x150 mm);溶出溶媒， A液:0.1% (v/v)酢酸水溶液、 B
液:メタノール;溶出条件， 0 -10 min: 3 -10% B液、 10-25 min: 10 -25% B液;流速， 1.0 
mVmin;カラム温度， 400C;検出， 280 nm ; (DIMBOAの定量)カラム， Wakosil 5C18HG 
(4.6x150 mm);溶出溶媒， A液:O.lo/c (v/v)酢酸水溶液、 B液:メタノール;溶出条件， 0-4 











mM UDP-Glc、50mM Tris-HCl、4mM 2-メルカフトエタノール、 pH7.5)を用いて目的タ
ンパク質を溶出した。この溶出溶液を限外j慮過により濃縮した後、 Superdex200 HR 10/30カ
ラム (Pharmacia)を用いたゲル櫨過クロマトグラフィーに供した(溶出溶媒:50 mM Tris-HCl、
4 mM 2-メルカプトエタノール、 150mM塩化ナトリウム、 pH7.5;流速:0.5 mVmin)。さらに
ここで得られた活性画分を、 50mM Tris-HCl、4mM 2-メルカフトエタノール (pH8.0)であ





た;フェリチン (440kDa)、ヒト IgG(160 kDa)、トランスフェリン (81kDa)、オブアルブミン
(43 kDa)、ミオグロビン (17.6kDa)。
2-2-4. 酵素活性の測定
グルコシルトランスフエラーゼ、の活性測定は、 0.5mM UDP-Glcおよび 0.2mM基質
(DIBOAまたは DIMBOA)を含む反応液 (50mM Tris-HCl、4mM 2-メルカプトエタノール、
pH 7.5)に適当量の粗酵素液を添加し、 350Cで適当時間インキュベートすることにより行った。
反応停止および生成物の定量は 2-2・2節と同様の方法により行った。また、反応の至適 pH


































コムギ芽生えからのグルコシルトランスフエラーゼの精製2-3-2. 6 12 18 24 




































図 2-1. 吸水種子 (A)および芽生えにおける (B，C)におけるグルコシルトラン
スフエラーゼ活性の変化
A:吸水種子中の活性。 .，DIMBOAグルコシルトランスフエラー ゼ(旺側)、
O. DIBOAグルコシルトランスフエラー ゼ(佐側)、 企.DIMBOAグルコシルト
ランスフエラー ゼ CH壬乳側)、ム司 DIBOAグルコシルトランスフエラー ゼ‘(目壬乳
倶IJ)0 B， C:茎葉部 (B)および根部 (C)における活性。 ..DIMBOAグルコシ
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トクマラフィーに供したところ、二つの明瞭な活性ピークが検出された(図 2-3)。主要ピーク(ピ
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Specific activity Recovery Puri前caton
(nkat/mg protein) (%) (fold) 
粗酵素液 0.7 100 1.0 
Blue Sepharose 30.8 34.1 46.7 
Superdex 200 99.6 20.4 151 




DIBOA 446 41.3 
DIMBOA 1424 40.6 
HBOA n.d. n.d. 
HMBOA n.d. n.d. 
Esculetin n.d. n.d 
n.d.: Not detected 
反応の至適 pHを測定したところ、 pH7.5 -7.7の間で最大値となった。そこで以下の測
定には pH7.5の反応液を用いた。糖受容体としてD印IBOA用いた場合のKm値およびび、L杭仏九/九仏m
はそれぞぞ、れ、 41.3凶4、446nkat/mg proteinで、あった(表 2-2)。また、 DIMBOAに対するKm
値および Vruax値はそれぞれ、 40.6μM、1424nkat/mg proteinで、あった。 また、糖供与体の
UDP-Glc に対するKm値は 40.0μMであった。一方で、 Hxではなくラクタムである HBOAお
よび HMBOAを糖受容体とした場合は、反応液中の酵素添加量を増やし反応時間を延長し
た場合でも、酵素活性を検出することがで、きなかった。 MonoQクロマトグラフィーにおける
ピーク 1に対しても DIBOAおよび DIMBOAに対するKlU値を求めた結果、それぞれ 64.6μM
および、 37μMであった。ピーク 1に関してはタンパク質濃度を測定することができなかったた
め、その Vruax値を算出することはできなかったが、 DIMBOAに対する活性は DIBOAに対す
る活性のおよそ 2-3倍程度で、あった (datanot shown)。
次に、 EDTA、2-メルカプトエタノール、金属陽イオンの効果を表 2-3に示す。 2価イオ
/のキレーターである EDTAを5mM添加した場合でも、酵素活性に変化は認められなかっ
-24 -
表2-3. 2-メルカプトエタノー ル、 EDTAおよび
金属陽イオンの効果
Control 
EDTA (0.5 mM) 
2-Mercaptoehanol (4 mM) 
Cu2+ (5 mM) 
Mn2+ (0.5 mM) 
Ca2+ (0.5 mM) 












その他の Ca2 -および、 Mg2~は全く1舌 '1主に変化を与えな‘かった。ここでの 2ーメルカプトエタノー
ルおよび Cu2-の効果は、部分精製したトウモロコシグルコシルトランスフエラーゼに対する過















































Hx-グルコシルトランスフエラーゼが部分精製されている [Baileyand Larson 1989; Leighton 






性と同様の傾向である [Leightonet al. 1995]。さらに、ゲルj慮過クロマトクcラフィーによるトウ
モロコシおよびライムギグルコシルトランスフエラーゼの分子量は、それぞれ 50および 43kDa 
である。これは、本研究で得られた分子量測定とほぼ同ーといえる。また、 Cu
2やー2・メルカ























水分解することにより病害虫に対する抵抗性化合物を遊離させる [Hoseland Barz 1975; Conn 
1981; Niemeyer 1988; Nisius 1988; Cuevas 1992J。グルコシダーゼとその基質であるグルコ
ース配糖体は、細胞内においてそれぞれ異なる部位に保存されていると考えられており、例
えばシロツメクサやカッサパでは細胞壁 [Kakes198:5; Mkpong et al. 1990; Hughes et al. 
1992J、トウモロコシ・モロコシ・エンバクではフラスチド [Thayerand Conn 1981; Nisius 


























ル層を減圧濃縮した。その後、 50%(v/v)メタノールに溶解し、 ODSゲル (ODS-AM120-S50; 
YMC Co.， Kyoto， ]apan)を加えて撹排することにより、疎水性の不純物をゲ、ル担体に吸着さ
せて除去した。この溶液を 5-10 mlまで濃縮したのち、高速液体クロマトグラフィー (HPLC)
分取により精製を行った[カラム， Wakosil I 5C18 HG (20 x 250 mm);溶出溶媒， 24%(v/v) 
メタノール /0.1% (v/v)酢酸水溶液;流速， 10mνmin]。アグリコンは、精製した配糖体を 50
mM酢酸ナトリウム緩衝液 (pH5.5)中でコムギグルコシダーゼの粗酵素液により室温・ 1時
間加水分解し、配糖体と同条件での HPLC精製を行うことにより得た。 DIMBOAおよび




よび HMBOA-Glcはそれぞれ DIBOA-Glcおよび DIMBOA-Glcを還元することにより得た
[Honkanen and Virtanen 1960]。
3-2-2. 植物材料
フ。ラスチック製バットに蒸留水で、湿らせたペーパータオルを敷き、その上にコムギ












ウム緩衝液 (pH4.8)であらかじめ平衡化した弱陽イオン交換クロマトグラフィー (AccellPlus 
CM， Waters)カラム(約 5ml)に吸着させた。カラムを同じ緩衝液約 20mlで洗浄後、塩
化ナトリウム 0-400mMの直線勾配、または 4.8-6.0のpH勾配によりタンパク質を溶出し
た。グルコシダーゼ活性を持つフラクションを 50%(v/v)酢酸で pH4.8に調整後、 pH4.8の
酢酸ナトリウム緩衝液で平衡化したAccel1Plus CMカラム (Sep-PackVac 1cc， Waters)にタ
ンパク質を吸着させ、 50rnM酢酸ナトリウム (pH8程度)2.5 rnlで目的タンパク質を溶出し
た。さらに、ここで得られた活性画分をゲル積過クロマトグPラフィーにより精製した [カラム，
Superdex 200 HR 10/30;溶出溶媒， 50rnM酢酸ナトリウム緩衝液 (pH5.5)、100rnM塩化
ナトリウム;流速， 0.5 rnllrnin]。ゲル漉過クロマトグラフィーにおける分子量測定には以下のタ
ンパク質を標準タンパク質として用いた:フェリチン (440kDa)、ヒトIgG(160 kDa)、トラン
スフェリン (81kDa)、オブアルブミン (43kDa)、ミオグロビン (17.6kDa)。なお、以上に





(McIlvaine緩衝液) (pH 5.5)中、 2-10μlの酵素液、 300Cで3-10分間反応を行うこと
により測定した。酵素反応を 50μ!の1N塩酸で停止後、生成したアグリコンを HPLCで分
析した[カラム， Wakosil I 5C18 HG (4.6 x 150 rnrn);溶出溶媒， 24%(v/v)メタノール /0.1%
(v/v)酢酸水溶液、または 20-60%メタノール直線勾配 (0-30分)/3% (v/v)酢酸;流速，








を用いた。電気泳動は Davis(1964)の方法に従い、 40C、未変性状態で (native-PAGE)
おこなった (8%ポリアクリルアミド)。電気泳動後、ゲルをMcIlvaine緩衝液 (pH5.5)中で 4
OC、30分間平衡化し、その後、 0.5rnM 6-ブロモー 2-ナフチル-s-グルコシド (6BNG)および 10
rnMファストブルー BB塩 (FastBlue BB salt)を溶解させたMcIlvaine緩衝液中 (pH5.5) 
で暗下、 300C、2時間インキュベートした。染色終了後、ゲルを蒸留水で2回洗浄し、 10%(v/v) 




素液を以下の化合物を含む緩衝液で抽出し、直ちに native-PAGEにより分析した;10 rnM 
4-arnidinophenylmethanesulfonyl fluoride， 20μM antipain， 1 rnM benzarnidine， 40μM 






した後 PVDF膜にブロッテインクごし、 CBBにより染色した。その後、 60および 58kDaペプチ
ドを切り抜き、そのままプロテインシーケンサーに供することでN-末端アミノ酸配列の解析を
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図 3-1. コムギ芽生えにおける βグルコシダーゼ活性の経時変化
(0): DIBOA-Glc glucosidase， (・):DIMBOA-Glc glucosidase 
hours after sowing 
28 24 










DIMBOA-Glcグルコシダーゼ:125 pkat/mg (DIBOA-Glcグ、ルコシダーゼ、:13 pkat/mg FW、
地相~4Ø臨
FW)。また、根部では播種後約36時間後に両活性とも最大となった (DIBOA-Glcグルコシ
図3-2 弱陽イオン交換クロマトグラフィー (AccellPlus CM)における各フラクションの
DIMBOA-Glcクソレコシダー ゼ、活性 (A)とSDS-PAGE(B)。
DIMBOA-Glcグルコシダーゼ、:83 pkat/mg FW) 0 DIMBOA-Glcグ
ルコシダーゼ活性の最大値は、茎葉部においてDIBOA-Glcグルコシダーゼの最大値の約 10
ダー ゼ、:12 pkat/mg FW、
Bにおける各レーン上の番号はAにおける各フラクションの番号。Bにおける矢印は 60お
よび 58kDaポリペプチドの位置を示している。M:マー カー タンパク質
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ここで倍、根部では約 7倍で、あった。 また、 反応の至適 pHは両基質に対して5.5であった。
得られたグルコシダーゼ活性の消長と、過去に報告のある HxGlcの消長パターン
















S pecific activity Recovery Purification 
(nkat/mg protein) (%) (fold) 
DIBOA-Glc DIMBOA-G DIBOA-Glc DIMBOA-Glc DIBOA-Glc DIMBOA-Glc 
Crude 12.1 48.0 100 100 1.0 1.0 
Cryoprecipitation 49.0 241.0 93.0 100 4.0 5.0 
Accell Plus CM 111.4 653.0 21.4 31.6 9.2 13.5 













果、図 3-3-Aに示すとおり、分子量約 270-330 kDaの箇所に 7本(バンド 1-7)および約





のバンド 1および 2(レー ン 1および2)は60kDaのバンドの方が強く、逆にバンド 5-7 (レ
ーン5-7)は58kDaの方が強かった。そしてバンド 3および 4(レー ン 3および 4)はどち
らのバンド強度もほぼ同程度であった。以上の結果より、コムギ芽生え中には複数タイプのヘ
テロオリゴマーが存在することが示唆された。すなわち、図 3・3-Aのバンド 1および2のアイ
ソザイムは主に60kDaのモノマ一、バンド 5-7は主に 58kDaのモノマ一、そしてバンド 3お
よび 4に相当するアイソザイムはほぼ等量の 60および 58kDaのモノマーから構成されてい
ることが示唆された。



















とすることが報告されているが [Groverand Cushley 1977]、この酵素は HxGlcに対して非常
に低い活性しか示さなかった (DIBOA-Glc:V，出品>4nkat/mg protein， Krn>3 mM; DIBOA-Glc: 









DIBOA-Glc 1060 1.34 





当。レーン上の Cはゲル漉過後の精製酵素。右の矢印は 60および58kDa 
ポリペプチドの位置。
3-3-3. グルコシダーゼの基質特異性
表3・2に示す化合物について、 Krn値および VrnilX値を求めた。その結果、 DIMBOA-Glc
に対する Vruax値が 4100nkat/mg protein、Krn値が 0.27mMとなり、 DIv1BOA -Glcが最もよ
い基質であることが明らかになった。本酵素はDIBOA-Glcに対しても活性を示したものの
(V，同日=1060 nkat/mg protein)、そのKrn値は DIMBOA-Glcの約 5倍程度であった (Krn=1.34
mM)。また、 DIMBOA-GlcのN-デオキシ類縁体である HMBOA-Glcおよびエスクリンに対す
るVrnax値は DIv1BOA-Glcよりもかなり小さいものであったが、 Krn値はほぼ同程度で、あった。




ることは出来なかったが、ゲニステインク。ルコシド 0.05mMにおける酵素活性 (420nkat/mg 
HBOA-Glc Apigenin-Glc 9H 220 2.02 OH 
HMBOA-Glc 540 0.320 Glc-O 
Esculin 320 0.240 












1080 0.67 Genistein-Glc 
pNP-a-glucoside 6b Glc-O、~ _O、







































Triticum aestivemを3品種 (Asakazekomugi，Chinese Spring， Norin 61)の他に2種の





























レー ン 1，T. aestivurn cv. Asakazekomugi;レー ン
2， T.aestivum cv. Chinese Spring，レー ン3，T. 
aestivum cv. Norin 61;レー ン4，Triticum spelta; 





















部分に対して非常に高い特異性を示すものが報告されている [Hoseland Conn 1982J。本研
究で得られた結果も、この場合と同様にグルコシダーゼ活性発現におけるアグリコン部分の構
造の重要性を示すものであると思われる。
Triticum aes tivumより調製したグルコシダーゼの native-PAGEでは、分子量約 270
-330 kDa程度の7本のバンドが確認できたが、 Esenらは同様の現象を近交系トウモロコシ






























性中心以外にも類似性を示すものがあり [Akiyamaet al. 1998J、例えば、トウモロコシグルコ
シダーゼの cDNAより推定されるアミノ酸配列は、モロコシのグルコシダーゼ (dhurrinase-1) 







あるファミリー 1グルコシダーゼの結晶構造 [B訂rettet al. 1995; Burmeister et al. 1997; 








は、いくつかの考察が可能である。まず第一に、 2つの異なる遺伝子により 60および 58kDa 















[Niemeyer 1988]、植物の発芽直後の時期に高濃度で発現している[Nakagawaet al. 1995， 
Ebisui et al. 1998]。これまでの Hx類に関する多くの研究は、主にトウモロコシを用いて行わ
れてきており、コムギやライムギに関する研究は多くない。トウモロコシおよびコムギに含まれ











DIBOA-Glcおよび DlMBOA-Glcはそれぞれ、播種後3日のライムギ (Secalecereale L.) 
およびトウモロコシ (Zeamays L.)の茎葉部より抽出・精製し、それらのアグリコン、 DIBOA
および DIMBOAは配糖体をグルコシダーゼで加水分解することにより調製した (2-2-1節参
照)。
2-Hydroxy-1，4-benzoxazin-3-one (HBOA)および 2-hydro勾ー 7-metho苅r・1，4-benzox辺 m-




ライムギ (Secalecereale L.) (品種 :春一番)の種子をエタノールで洗浄後、蒸留水で
よくすすぎ、蒸留水で、湿らせたパーパータオル 2層の上に播種した。生育は、日長 12時間、 25
ocの条件下で行った。
4-2-3. ~-グルコシダーゼの精製
以下のすべての精製作業は 40Cで行った。播種後 48時間のライムギ茎葉部約 5gを液
体窒素により凍結し、磨砕後、新鮮重の 5倍量の抽出液 (50mM酢酸ナトリウム緩衝液、 pH
6.0)に懸濁した。懸濁液を 15，000gで20分間遠心分離後、得られた上清に含まれる内在性 Hx
類を限外漉過により除去して粗酵素液を得た。次に粗酵素液の pHを50%(v/v)酢酸水溶液
で 5.0に調整した。その後、 20，000gで30分間遠心分離して得られた沈殿を 50mM 
Bis-Tris-HCl緩衝液 (pH6.8)に懸濁した。この懸濁液中にふくまれるタンパク質を、同緩
衝液であらかじめ平衡化しておいた DEAE-Sepharoseカラム (Pharmacia)(約 3ml)に吸着
させ、 O、70、350、500mMの塩化ナトリウムを溶解させた同緩衝液により段階的にタンパク
質を溶出した。続いて、塩化ナトリウム 350mM画分を脱塩後MonoQ HR 5/5カラム
(Pharmacia)に吸着させ、そののちに塩化ナトリウムの直線的塩濃度勾配 (150-400 mM) 
によりタンパク質を溶出した [緩衝液， Bis-Tris-HCl (pH 6.8);流速， 1ml/min;溶出液量， 50
ml]。そして、ここで得られた活性画分を Superdex200 HR 10/30カラム (Pharmacia)を用
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いたゲル癒過クロマトグラフィーに供し、最終的に精製酵素を得た[溶出溶媒， Bis-Tris-HCl 
(pH 6.8) / 150 mM塩化ナトリウム;流速， 0.5mVmin]。ゲルj慮過クロマトグラフィーにおける
分子量測定には次のタンパク質を標準として用いた;フェリチン (440kDa)、ヒト IgG(160 





。ーグルコシダーゼ活性は 100mMクエン酸ー 200mMリン酸緩衝液 (McIlvaine緩衝液)
中で、 3-2-4節で述べたのと同じ方法により測定した。
4-2-5. 電気泳動および、 N-末端アミノ線配列の解析





























100 された。 DIBOA-Glcは発芽とともに発現し、播種後24時間で最大値となった (7.1nmol/mg 
。。FW)。また、 DlvIBOA-Glc濃度は緩やかに増加し続け、播種後60時間後に3.3nmoVmg FW 
72 48 24 72 48 24 に達した。


























HxGlcおよび HxGlcグルコシダーゼが発芽問もない時期に高レベルで前節において、5 5 
そこで次に、播種後 48時間のライムギ茎葉部より HxGlc発現していることが明らかlごなった。。。。。 グルコシダーゼ、の精製を行った。240 96 72 48 24 240 96 72 48 24 
播種後 48時間のライムギ茎葉部を抽出後、 抽出液の pHを50%(v/v)の酢酸水溶液でhours after seeding hours after seeding 
この際、ほとんどすべてのグルコシダーゼ活性は、上清にではなく沈殿画分5.0に調製した。
図4・1. ライムギ芽生えにおけるHx類の経時変化







値となった(茎葉部:DIBOA-Glc， 410 pkat./mg FW; DIMBOA-Glc， 320 pkat./mg FW， に最
(ピーク形状)は全く同一で、あった。次


































































4.2 3.9 78.1 73.5 223.0 165.3 DEAE-Sepharose 。。
28.9 24.6 22.6 19.2 1538 1033 Mono Q 40 30 20 10 
43.6 45.8 9.2 9.6 2322 1922 Superdex 200 fraction No 
図4-3. 強陰イオン交換クロマトグラフィー (MonoQ) 
それぞ、れのフラクション容量は 1ml。影付きは、さらにSuperdex200による精





末端アミノ酸 12残基の配列と第7番目の残基以外は同一であったが (Serがコムギでは6 5 4 3 2 M 
(kDa) 
コムギ以外の既知の植物クゃルコシダーゼ、とは全く類似'性を示さなかった。 MonoQク口Ala)、


















レー ン 1，組酵素液;レー ン2，等電点沈殿;レー ン3，DEAE-Sepharose; 
レー ン4，Mono Q;レー ン5，Superdex 200αilono Qのフラクション
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24および 25)を、 さらにゲル漉過クロマトグ、ラフィー により精製した精製グルコシダーゼ (図
4-4. レーン 5に相当)を用い、性状解析を行った。





りβグルコシダーゼの阻害剤として知られるカスタノスペルミン [Saulet al.1984]は0.2mM 
ー52-
において完全に酵素活性を抑制したが、一方でEDTAは全く1舌性に変化を与えなかった。ま





EDT A (0.5 mM) 
Castanospermine (0.2 mM) 
Ag+ (0.2 mM) 
Cu2+ (0.5 mM) 
Mn2+ (0.5 mM) 
Fe2φ (0.5 mM) 
Zn2φ (0.5 mM) 
Ca2令 (0.5mM) 















4952 nkat/mg protein， Km= 0.617 mM)。また、その 7・デメトキシ体である DIBOA-Glcもよい
基質で、あった。しかし、DIBOA-Glcに対する 九割値は 5870nkat/mg proteinと供試化合物中
最大である一方で、 そのK山値はDIMBOA-Glcのおよそ2倍で、あった (Km=1.19 mM)。ま
た、ラクタム配糖体のHBOA-Glcおよび HMBO-Glcに対する Vmax値はそれぞれ 1420
nkat/mg proteinおよび 1005nkat/mg proteinであり、Km値は 2.0mMおよび 0.89mMであ
った。 Hx類縁体以外では、 エスクリンおよび人工基質であるpNP-s-グルコースおよび pNP-s-







(nkat/mg protein) (mM) 
DIBOA-Glc 5870 1.19 
DIMBOA-Glc 4952 0.617 
HBOA-Glc 1420 2.0 
HMBOA-Glc 1005 0.893 
Esculin 974 0.151 
Salicin n.d." n.d.8 
pNP・s-Glc 828 0.9 
pNP-s・galactoside 70.4b 
pNP-s-xyloside 78.2 3.17 
pNP-s-fucoside 1671 0.616 





8 Not detected 
b Activity at 4.7 mM， CActivity at 2 mM， dActivity at 0.05 mM 
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存在するものではないと結論づけた。また彼らによれば、低 pH(pH 4 -6)において観察さ












ルコシダーゼ、は非常に多形性の遺伝子座によりコードされている [Stuberet al. 1977; Pryor 
1978]。このため、雑種系のトウモロコシより調製した組酵素液を native-PAGEにより分析した






















はCu2+の阻害は報告されていない [Esen1992L DIBOA-Glcおよび DIMBOA-Glcに対する








てかなり高い活性を示した[前章;Ebisui et al. 1998]。しかし今回の研究では、ライムギグル
コシダーゼが 7ーメトキシ基の影響をコムギやトウモロコシほど大きく受けているような結果は得
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